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若 い ネ コ よ り単離 した 網膜水平細胞 の し グ ル タ ミ ン 酸に 対する電流応答を パ ッ チ ク ラ ン プ法 を用 い て 研究 した . 水 平
細胞の 形態学的特徴 を持 つ 細胞を選択 し使用 した . 調 べ た25個の 水平細胞 の す べ て が膜電位を - 46m V に 保持 した 場合 に グル
タ ミ ン 酸 に 対 して 内向き の 電流応答 を生 じた . カ イ ニ ン 酸と α-ア ミ ノー 3- ハ イ ド ロ オ キ シ ー5- メ チ ル ヰ イ ソ キサ ゾ ー ル プ ロ ピ オ
ン 酸(α-amin o-3-hydroxy-5-m ethyl-4-is o x a z ole pr opio n ate)ほ グル タ ミ ン 酸 を投与 した場合に 類似 した作用を 示 した . 1 00pM の
L- ア ス パ ラ ギ ン 酸 (L- aSpa rtate)お よ び N-メ チ ル ーD-ア ス パ ラ ギ ソ 酸 (N- m ethyトD- aSPartate, N M D A) も, 潅流液に グリ シ ン を
加 え Mg イ オ ン を 除去 した 場合 に グ ル タ ミ ン 酸 投与 に 類似 し た 作 用 を 示 し た . 1 0恥 M の 2て ミ ノ ヰ ホ ス ホ ノ 酪酸
(2- amin o-4Mpho spho n obutyrate) お よ び (1 S,3 R)-1- 7 ミ ノー サ イ ク ロ ペ ソ テ ン lー,3- ジ カ ル ポ キ シ ル 酸 ((1S,3 R)Tl- a min o-
CyClope ntan e
-1,3-dica rbo xylic acid) は 電流応答を惹起 し な か っ た . 5FLM の 6- シ ア ノ ー7- ニ ト ロ キ ノ キ サ リ ン ー2, 3- ジ オ ン
(6-Cya n O-7- nitr oquin o x alin e-2, 3-dion e) は グ ル タ ミ ソ 酸 の 作用 に 括抗 した . よ っ て 水 平細胞の グ ル タ ミ ン 酸 受容体 ほ 主 に
非-N M D A型 で ある が N M D A型も共存する ･ 300pM の グル タ ミ ン 酸正対する脱感作は O F F型双 極細胞 で は 認め られた が水
平細胞 では 認め られ なか っ た .
Key w ords Lgluta mate , horiz o ntalc ell, n O n- N M D Arec eptor, des e n sitization, retin a
網膜に入 射 した 光ほ視細胞 に よ っ て電気信号に変換 され , そ
の情報は主 と して 網膜 を縦方向に 双 榎細胞か ら神経節細胞 へ と
伝達 され , 視神経の イ ン パ ル ス と して 視覚中根 へ と 伝達 され
る. 水平細胞は 双 極細胞 と とも に 網膜第 2次 ニ ュ ー ロ ン で あ
る. 双極細胞 に ほ そ の 受容野 に 光を照射す る と脱分極す る O N
型双 極細胞 と過分極す る O F F型双極細胞 がある1)2). 水平細胞
はその 受容野 に 光を照射す る と緩除な過分極を 示 し , O F F塑
双極細胞 と同様に視細胞 の 光刺激に対す る応答の 極性と同 じ極
性の 応答 を示 すl)2). 水平細胞は抑制性の ニ ュ ー ロ ン で 視細胞 か
ら双 極細胞 へ の シ ナ プ ス 伝達を 修飾す る と 考 え られ で い る2) .
水平細胞 ほ双 極細胞と と もに視細胞 の 軸索終末部で シ ナ プ ス を
形成する3 N ). L-グ ル タ ミ ン 酸は視細胞 よ り放出 さ れ る神経伝
達物質と して広く認識 され て い る
6)7)
. 1 種類の 神経伝達物質 で
シ ナ プ ス 後細胞が異な る応答を 示す の ほ シ ナ プ ス 後細胞 の 神経
伝達物質 に 対す る特性 が異 な るた め で ある と 考 え られ る . 0 N
型双 極細胞 の グ ル タ ミ ン 酸受容体は 2-ア ミ ノ ヰ ホ ス ホ ノ 酪 酸
(2-a min o-4-pho spho n obutyr ate, A P B) で あ る こ と が 報告 さ
れ町川 ), 著者ほ 前編‖)で ネ コ 網膜 O F F塑双極細胞の グル タ ミ ン
酸受容体が 卦 N M D A型の み で ある こ と を 明 らか に した . 網 膜
水平細胞 に おけ るグ ル タ ミ ン 酸受容体 に は ナ マ ズ で は N- メ チ
ル ーD- ア ス パ ラ ギ ン 酸 (N- m ethyl-D- aSpartate, N M D A) 型と
掛N M D A型が混在す る こ と が報告 され て お りt2)13), 非 - N M D A
型の み存在す る動物種も報告 され て い る1 4). コ イ 網膜 に お い て
その 光刺激 に 対する電位変化は水平細胞 に 比較 して O F F型双
極細胞 で ほ よ り 一 過性の 応答を 示す こ とが 報告され て い る15).
発達 した視覚系を持つ 動物種 で ある ネ コ の 網膜 の O F F型双 極
細胞と水平細胞の グ ル タ ミ ン 酸応答 を同 じ条件下 で測定 した 報
告は な い . 本研究で は視細胞 よ り水平細胞 へ の 信号伝達と祝細
胞 よ り O F F型双 極細胞 へ の 信号伝達と の 差異を解 明する こと
を 目的と して , 単離 した水平細胞 で の ダ ル ク ミ ソ 酸が もた らす
応答を パ ッ チ ク ラ ン プ法を用 い て 解析 した .
材料および方法
Ⅰ . ネコ 網膜水平細胞標本の作製
体重 1.0～ 1.5kg の 若い ネ コ を用 い た . 以下の 水平細胞標本の
作製法は Kan eko ら16)の 方法に 準 じた . 網膜を 色素上皮か ら剥
が しや すくする た め に 動物 を約1 時間暗順応 した後に エ ー テ ル
吸 入 に よ っ て 麻酔 し, 頸椎を脱臼さ せ 直ちに 両眼を摘出 した .
眼球周 囲の 付着物 を100% 02 ガ ス を通気 した Leibo vitz の し
1 5培地 (Gibc o Labor atorie s Life Te chn ologiesIn c. , Gr a nd
Isla nd, N Y, U S A)で 洗 い 流 し除去 した . 摘出 した 眼球を赤道部
で 半切 し, 眼球後半部を100% 02 ガ ス を 通気 した Leibo vitz の
し15培地 に浸 した . 網膜を 剥離 し , こ の 網膜片を実験 に 供 し
た . 網膜片を 直ち に100% 02 ガ ス を通気 した28℃ の Leibo vitz
の し1 5培地 に 5 ～ 1 5単 位/ml の パ パ イ ン (W orthington
Bio che mic al Corp., Fr eehold, NJ, U S A) に パ パ イ ン を 活性化 さ
せ るた め に 0.1m g/mi の L- シ ス テ イ ン (Sigrn aC hemic al Coリ
St. Lo uis, M O, U S A)を加え た酵素液に20～ 50分間浸潰 した .
平成 7年6月28 日受付 , 平成 7年9月 4日受理
A bbreviatio ns :A M P A, α 一 a mino-3-hydroxy-5- m ethyト4-iso x a zole propio n ate; A P-7, D し2- amin o-7-phospho n oh-
epta noic acid; A P B, 2- a min o-4-phosphonobutyrate; Asp, L- a Spartate; BS A, bo vin e･Se ru m albu min; CNQX,






こ の 間酵素液 に は100% 02 ガ ス を通気 した . 浸漬す る時間と パ
パ イ ン の 濃度 は パ パ イ ン の 活性 に 応 じて 調節 した . つ い で 網膜
片を 3 ℃の 0.1m g/ml の ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン (bo vin e s e ru m
albu min, B S A) (片山化学, 大 阪) を含む Ha nks 液 【135m M
NaCl,. 5m M K Cl. 2m M CaCl2, 1m M MgCl2, 5m M H E P E S,
10m M ブ ドウ糖 , 1ppm フ ェ ノ ー ル レ ッ ド( 関東科学, 東 京),
pH は 1 N NaO Hに よ り7.4に 調整] で 3 回洗浄 し , 酵素液を 除
い た . つ ぎに 試験管 に 入 っ た 網膜片 を先端 を丸 く し た 内径約
1.5rn m の パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ トで 静か に 出 し入 れ し , 細 胞 を 単
離 した . 底 面 に カ バ ー ガ ラ ス を は り 付け た ベ ト リ デ ィ シ ュ
(Faユco n, 0Ⅹn a rd, C A, U S A) の 内底面 を コ ソ カ ナ バ リ ン A
(type A, Sigm aC he mic al Co.)で被覆 し, そ こ に 単離 され た細
胞 の 浮遊液 を散布 した . 単離され た 細胞を ガ ラ ス 面に 接着 させ
るた め , 約 1時間5 ℃の 低温用培養器 に 静置 した . 水平細胞 は
そ の 特徴的 な形態(長い 樹状突起 と比較的大きな細胞体) に よ
り容易に 確認 された .
Ⅱ . 記録方法
実験に供す る ベ ト リデ イ シ ュ を 位相差倒立顕微鏡 Diaphoto
T M D(日 本光学 , 東 京) に 設置 し , 重力 に よ り 持 続的 に
0.1mg/ml の B S A を含む Ha nks 液で潅流 した . 細胞を 測定に
先立ち写真撮影 した . 前編
11) と 同様 の 方法 で ホ ー ル セ ル コ ン
フ ィ ギ ュ レ ー シ ョ ン (whole-C e11co nfigur atio n) を 得たIT). ホ ー
ル セ ル コ ン フ ィ ギ ュ レ ー シ ョ ン で 膜電位固定 し, 膜電流を記録
した ･ 膜電流記録 に 用 い た 微小 ガ ラ ス 電極の 作製方法は前編Il】
に 同じ で あ っ た ･ 微小 ガ ラ ス 電 極内の 標準的 な溶液 の 覿成 は
120m M CsCI, 0･5m M CaCl2,1m M MgCl2, 5m M 5-エ チ レ ン グリ
コ ー ル ビ ス (β- ア ミ ノー エ チ ル エ ー テ ル) N, N, NI N
'
一 四 酢酸





C etic arcid, E G T A], 10m M H E P E S, 2m M Na2AT P(Sigm a
Chemical Co･), 0■1m M Na3G T P(Sigm a C he mic al Co.), lm M
Na-CG M P(Sigm aC he mic al Co･)で あり , 1 Nの CsO Hでそ の
pH が7･2に な る よ う に 調 整 し た . 微 小 ガ ラ ス 電 極先端 を
Ha nks 液に 浸 し , 上 記 の 微小 ガ ラ ス 電極内液 を詰め た 場合に ,
そ の 電極抵抗 は 20 M 良 であ っ た .
微小ガ ラ ス 電極 ほ低雑音電流電圧変換器 C E Z-2100(日 本光
電 , 東京) に 接続 さ れ た . 電圧 に 変 換 され た 信号ほ ベ ッ セ ル
フ ィ ル タ ー 塑 ロ ー バ ス フ ィ ル タ ー FV -625 A(N Fサ ー キ ッ トデ
ザ イ ン ブ ロ ッ ク , 横浜) を 通 っ た 後 マ イ ク ロ コ ン ピ ュ ー タ
P C-9801 R X(日東電気 ▲ 東京) に 取付けた ア ナ ロ グ ー デ ジ タ ル
変換器 A D X-98(カ ノ ー プ ス , 神戸) で デ ジ タ ル 信 号 に 変換 さ
れ , ハ ー ドデ ィ ス ク 内に 蓄 え らえ た . フ ィ ル タ ー の カ ッ トオ フ
周 波数ほ信号 をデ ジ タ ル 変換す る際の サ ン プ リ ン グ周波数に 適
合する よう に 調節 した . P C-g801 R Xと そ れ に 取付けた デ ジ タ
ル ー ア ナ ロ グ変換器 D A X-98(カ ノ ー プ ス)で 保持電圧を制御し
Fig･ 1･ Solitary ho riz o ntalc ells diss o ciated fr o mthe c at r etin a. (A)A-ty Pe horiz o ntal c ell. (B)B-type horiz o ntal c ell. Sc ale bar,
50〟m .
acid; N M D A, N- m ethyl- D- a Spartate; 1S,3 R, P A C P D,(1S,3 R)- トamino- CyClope nta n e-1,3-dica rboxylic acid; V h,
holding pote ntial
水 平細胞の グ ル タ ミ ン 酸応答
た . デ ー タ は ワ ー ク ス テ ー シ ョ ン VA X3100(Digital
Equipm e nt, Mayn ard, M A, U S A) で 処理 され た . 不 関電極と し
ては 140m M NaCl, 1% 寒天 を含む 塩橋 に 接続 した 銀 一 塩化銀
電極を用い た . 微小 ガ ラ ス 電極 と不 関電極の 液間電位ほ既に 測
定され て お り
1 8)
, 本報 で は 膜電位をそ れ に 従 っ て 補正 して 表示
した . 記録ほ室温(19～ 22 ℃)で 行な わ れた . 測定 ほ細胞単離後
8時間以内に 終了 した .
Ⅲ . 潅流並び に薬剤投与方法
L-グ ル タ ミ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム (片山化学)は電気泳動法や大径
ピ ペ ッ ト よ りの 圧投与お よび急速濯流法 に よ っ て投与 され た .
α- ア ミ ノ ー3-ハ イ ド ロ オ キ シー 5-メ チ ル ー4イ ソ キ サ ゾ ー ル プ ロ ピ
オ ン 酸 (a-amin o-3-hydr oxy-5-m ethyl-4-is o x a z ole pr opio n ate,
AM P A) (Sigm a C he mic al Co.), カ イ ニ ン 酸 (Re se ar ch
A M P A 100ト1M
車
帯
NM DA l OOLIM+GLycine5 巨M
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Fig･ 2･ Curr e nt r e spo n s esto gluta m ate a n alogu e sfr o m
is olated horizo ntal c ells. Gluta m ate a n alogu e s u s ed: 10
PM αTa min o-3-hydr o xy-5-m ethyl-4-iso x az ole pr opio n ate
(A MP A), 20FLM kain ate, 100FLM N蠣m ethyl-D-aSpartate
(N M D A) with 5pM glycin e, 1 00FLM L-a Spartate (Asp)
With 5pM glycin e, 100iLM Asp, 5 pM glycin e, 100iLM
2-a min o-4-Pho sphon obutyrate(AP B), and l OO FLM (1S,3Rト
1- arnin o-CyClope nta n e-1,3-dicarbo xylic acid(1S,3R, - A C P D).
Each che mic al w as ap plied by bath ap plic atio n. W hen
N M DA or Asp w a s ap plied, the extr a c euular soIutio n
C O ntain ed n o m agn e siu m ion. Horiz o ntal barsindic ate
tim lng Of e a ch che mic al ap plic atio n･ Holding pote ntial,
- 46mV .
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Bio che mic al In cり Natick, M A, U S A), N M D A(Sigm a
C hemic alCo･), グリ シ ン (和光純薬, 大阪), L ア ス パ ラ ギ ソ 酸
(し aspa rtate, Asp)(和光純薬), (1S,3 R)-トア ミ ノー ーVqイ ク ロ ペ ン
テ ンー 1,3一ジ カ ル ポ キ シ ル 酸 ((1 S,3R)-トa min o- CyClope nta n e-1,
3-dic arboxylic a cid, 1S,3 R, - A C P D) (To cris Ne ur a min,
Bristol, U K), A P B(Res e ar ch Bioche mic alIn c.),6-シ ア ノー 7-ニ ト
ロ キ ノ キ サ リ ン ー2,3-ジ オ ン (6- Cya n O-7-nitr oquin o xalin e-2,
3-dio n e, C NQX)(Re s earch Bio che mic alIn c.), お よび D L-2-ア ミ
ノ ー7-ホ ス ホ ノ へ ブ タ ン 酸(D し2-a min o-7- phosphon oheptan oic
acid, A P-7)(Re s e ar ch Bio chemic al In c.)ほ 急速港流法で 投与 さ
れ た .
電気泳動法 , 港流投与およ び圧投与の 方法ほ前編It}と同 じで
あ っ た . た だ し脱感作の 解析に用 い た 圧投与で は水平細胞全体
に グ ル タ ミ ン 酸ナ ト リ ウ ム 溶液が分布する よう に 圧投与に 用 い
た ピ ペ ッ トの 先端 の 内径を前編11)に比 して 太く し(約3恥 皿),
そ の 先端を細胞よ り約 10恥 m 離 した . 記録に 用い た 水平細胞
数は25個 で あっ た . 以下に示 した デ ー タ は 3個以上 の 細胞 よ り
得 られ た .
Ⅳ . 水平細胞の形態学約分類法
ネ コ 網膜 に は 2種類の 水平細胞が既 に 報告され て お り , 1 つ
は 軸索を持た ない A型で , もう 1 つ は短い 軸索 を持 つ B型 であ
る瑚 . A 型は長く太い 樹状突起 を持ち , 錐体に 接続 し , B型 は
A型に 比 して短く細 い 多く の 樹状突起 を持ち , 細胞体で 錐体に
接続 し, 軸索終末で杵体に接続する と の 報告5)20)21)に 従 っ て 本報
で は 永平細胞を分類 した .
成 績
Ⅰ . 水平細胞の形態学的特徴
A型 とB型 は上 記の 形態学的特徴よ り容易に 区別 で きた (図
1 ). 本報で ほ A 塾が 多く得られ た こ と お よ び 今回 単離 した 水
平細胞の B型に は軸索が認め られ な か っ た の で ( 図1 B), A 塑
を主 た る研究対象 に した . 単離 した 水 平細胞ほ 8時間以上単離
直後 の 形態を保 っ て い た の で , 実験は 単離後 8時間以内に 終了
した .
Ⅲ . グ ル タ ミ ン 酸受容体の サ ブタイ プ
ネ コ 網膜水平細胞に お い て どの よ うな グ ル タ ミ ン 酸受容体の
サ ブ タ イ プが 存在す るか を調べ た . グ ル タ ミ ン 酸類似物質とそ
の 括抗薬を - 46皿 V に 膜電位 固定 した 水平細胸 に 濯流投与 し
て そ の 応答を 調べ た(n = 6, 図2). カ イ ニ ン 酸(20J∠M), A M P A
(100pM), N M D A (1 00pM ) お よび Asp(100FLM)ほ - 46m V に
膜電位 を固定 した 水平細胞に 内向き電流応答を惹起 し た . Asp
と N M D Aを投与す る際に ほ それ ら の 溶液に N M D Aに 対する
応答を増強する グ リ シ ン (5pM) を加 え , N M D Aに 対す る応答
を抑制す る Mg イ オ ン を 除去 した . 100pM の A P B, 1S,3R,
-A C P Dで は い ず れ も応答 は生 じな か っ た . Asp (100FLM),
N M D A (1 00pM)お よ び グリ シ ン (5〟M)を単独に 投与 した 場合
に ほ 応答 ほ生 じ な か っ た . 電 流 応答 の 大き さ は A M P A
(100FLM) を 投与 し た 場合 に 大き く (11 4.0 ±71.OpA, n = 4),
N M D A(1 00FLM) を投与 した場合に は こ れ よ り小 さ い 応 答が 得
られ た (13.8 ±5.8pA, n = 4). また N M D A単独で投与 した場合
に は応答が得 られな か っ た こ とか ら , - 46mV に 膜電位固定 し
た 単離水平細胞 に 関 して は グ ル タ ミ ソ 酸 に 対す る 応答 ほ
非- N M D A型 グル タ ミ ソ 酸受容体の み で惹起され ると考 え られ
た .
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つ ぎに 5JiM の C NQX を Ha nks 液に添加 し, それ を潅流投
与 しなが らグ ル タ ミ ソ 酸 を電完泳動的に 一 46m V に 膜電位 を
保持 した 水平細胞 の 各部位に投与 した場合に ほ グ ル タ ミ ソ 酸 に
よ る電流応答は どの 部位 に 投与 した 場合でも完全 に 抑制 され
た . こ の こ と か らも単離 した 水平細胞 を - 46m V に 膜電位固
定 し. グル タ ミ ン 酸を投与 した 場合 の 電流応答は非- N M D A型
ダ ル ク ミ ソ 酸受容体 に よ っ て 惹起 され る と考え られた .
Ⅲ . 水平細胞 のグル タ ミン醸 に対す る応答 (濃度 一 応 答曲親)
水平細胞を - 46m V に 膜電位固定 し , 100〃M の グ ル タ ミ ン
酸 ナ ト リ ウ ム 溶液を 圧投与 した 場合 に 測定 したす べ て の 水 平細
胞 に 内向き電流応答が発生 した . こ れ らの 細胞に 1～ 300/上M の
ダル ク ミ ソ 酸ナ ト リウ ム溶液を 湾流投与 した . 図 3 Aに 示 す よ
うに ダ ル ク ミ ソ 酸濃度の 増加 に 依存 して 内向き電流応答 の 振幅
が増大 し, 最小有効濃度は 2～ 3J血Ⅰ で あっ た . 100J`M でそ の 応
答は飽和 した . 1 0恥 M の グル タ ミ ン 酸に よ っ て 惹起 さ れ る電
流 の 大き さを 1 と して 各濃度 の グ ル タ ミ ソ 酸に 対する応答 の 大
きさを 求め た (図3 B). グ ル タ ミ ン 酸濃度 が増加する の に 伴 っ
て振幅が 増大 した が , O F F塾 双極細胞 で み られ た よ うな 脱感
作 は認め られな か っ た . Hill係数ほ1.0 で Kd は 23J上M であ っ
た .
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Ⅳ. グル タ ミ ン酸に 対す る脱感作
水平細胞の グ ル タ ミ ソ 酸 に対する脱感作を解析する ため に
,
- 46m V に 膜電位固定 した 水平細胞 に 30恥M の グル タ ミ ン 酸
ナ トリ ウ ム を 圧投与 して そ の 電 流応答を調 べ た (n = 4). 比較の
た め に 水平細胞を単離 した 際に 得 られ た O F F型双 極細胞に も
同様の 条件 で 30恥 M の グ ル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ ム を 圧投与 して
そ の 電流応答を調 べ た (n = 5). O F F型双 極細胞 に 投与 した 場
合に は , す べ て の 細胞 で投与直後に 脱感作が認め られ た (図4
上), 水平細胞 の 場合 に はす べ て の 細胞 で 脱感作 は認 め られず,
O F F型双擾細胞 に比較 して大きな振幅の 応答 が得 られ た(水平
細 胞 で は 177.5 士67.4pA, n = 4; O F F型 双 極 細胞 で は
65･4 ±18･ pA, n = 5)( 図4下). 電気泳動的に グル タ ミ ン 酸を投
与 した場合 に は 水平細胞 で は 図 5に 示す よう に 脱感作ほ認め ら
れ な か っ た .
Ⅴ . グルタ ミ ン酸に 対す る感受性 の分布
水平細胞 の 各部位の グ ル タ ミ ソ 酸に 対す る感受性を調べ るた
め に , - 46m V に膜電位固定 した水平細胞 の 各部位に グ ル タ ミ
ソ 酸を電気泳動法 で 投与 し , そ の 応 答を 調 べ た (n = 5). 図5 に
示 すよ う に グ ル タ ミ ン 酸を 細胞体付近 に 投与 した 場合に ほ最も
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Fig. 3. Gluta m ate-indu c ed c u rre ntin isolated horiz ontal ce11s. (A) Curr e nts indu c ed in anisolated horiz o ntal c e11by v ario us
C O n C e ntratio n s of gluta m ate(2～ 50pM) applied by bath ap plicatio n. Holding pote ntial, q 46 m V . T he timing of gluta m ate
ap plicatio n w a sindic ated by ho riz ontal bars･ (B)Do s e-r e SPO n S e r elatio nship of gluta m ate-indu c ed c urr e nt･ The a v e rage (○)
a nd sta nda rd deviatio n(sho rt v ert主c al bar s)of the a mplitude ratio at a m e mbra n epote ntial of - 46m V w ere obtain ed fro m 3
C ells･ Data points w e refitted byle ast squ a re m ethod to a Hill
'





水平細胞 の グル タ ミ ン 酸応答
Fig. 4, Respo n se sfr o m a n off-tyPe bipolar c e11 a nd a
ho rizo ntalc ellto 300pM L-gluta m ate ap plied by pre s sure
eJe Ctio n. Note the e xiste n c e of de s e n sitiz atio n o nly in the
Off-type bipolar c ell. T he ti ming of gluta m ate ap plic atio n
W a Sindic ated by a horiz o ntal bar. Holding pote ntial, - 46
m V.
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樹状突起に 近づ く程 よ り小さく遅 い 応答が得 られた . 同様の 結
果は B型の 水平細胞 でも得 られ た .
Ⅵ . グ ル タ ミ ン酸 によ る膜電流変化 と膜電位の関係
以下で は グル タ ミ ン 酸に よ る膜電流の 変化を グル タ ミ ン 酸応
答と略記する . グル タ ミ ン 酸応答の 逆転電位 を求め るた 捌 こ グ
ル タ ミ ン 酸応答と映電位と の 関係を調 べ た . ネ コ 網膜水平細胞
の グル タ ミ ン 酸応答はそ の 応答 の 大部分が非-N M D A型受容体
に よ る応答と考え られ るの で , 膜電位 を - 76m V か ら正の 方向
に 段階的に 変化 させ 10恥 M の グル タ ミ ン 酸ナ ヤ リ ウ ム 溶液 を
水平細胞に 圧 投与 してそ の ダル ク ミ･ン 酸応答を測定 した . 保持
電位を変化させ た場合 に 電位依存性の イ オ ン チ ャ ネ ル に よ る電
流が発生するた め に 保持電位を変化 させ た 後一 膜電流が 安定 し
た 後に 1 00〃M の グ ル タ ミ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 溶液を水 平細胞 に圧
投与 して そ の グル タ ミ ン 酸応答 を測定 した . - 46m V よ り脱分
極方向に 膜電位を保持 した 場合 にほ グ ル タ ミ ン 酸応答は次第 に
減少 L , Om V 付近で応答が認め られ なくなり , よ り正 の 保持
電位 で は 外向き電流応答を 示 した . 図 6に 示す ように 保持電位
を - 56m V よ り深 い 膜電位に 保持 した場合に そ の 傾き ほ 減少
し , 電圧と電流の 関係は弱い 外向きの 整流性を 示 した . 逆転電
位は -1.3 土1.5m V(n = 4) で あ っ た . 潅流液か ら Mg イ オ ン を
除去 した 場合で も同様 の 電圧 一 応答曲線が得 られ た .
Fig･5･ Spatial distributio n of s e n sitivity of a nis olated horiz o ntal c ellto gluta m ate applied io nophoretically(- 35nA, 50rn S eC;
br ake c urr e nt･ 5 nA) at vario u s r egio n s of the c eIl･ A pipette filled with l M しgluta m ate w as positioned within afe w
micr o m et rs of the c ellm embr an e u nder vis u al c o ntr ol･ Holding pote ntial, - 46m V･ Pipette tip positio n s w ereindic ated by






Fig･6･ Effects of holding pote ntial(V h) on gluta m ate-indu c ed c u rre nt. (A)Gluta m ate-indu c ed c u rr e nt at diffe re ntlevels of the
V h･ An is olated horiz o ntalc ellw a s s uperfu s ed with Hanks
'
m ediu m ･ Re c ording pipette w a sfi11ed with a s olution c ontaining
120m M CsClm ainly･ Holding pote ntiaI isindic ated to the left of each tr a c e which hasbe e n shifted v ertically by a n arbitrary
a m o u nt for clarity･ 1 00jLM しgluta m ate diss olv ed in Ha nks
'
m ediu m w as ap plied by pr e ss u re eje ctio n. T he ti ming of
gluta m ate ap plic ation w asindic ated by a horiz o ntal bar. (B) T he relatio nship betw e e nthe gluta m ate-indu c ed c urr e nt a nd the
holding pote ntial plotted frorn adiffer e nt c ell.
考 察
網膜 に グ ル タ ミ ソ 酸を 投与 した場合 に水平細胞に 応答を惹起
する こ とは よく知 られ て い る之2)23). し か しそ の 磯序 の 解析 ほ以
下の 理由に よ り 困難 であ っ た . すなわ ち網膜神経回路網に よ る
間接的な影響を除外 しに く い こ と , 水平細胞同志 が ギ ャ ッ プ
ジ ャ ン ク シ ョ ン に よ っ て 電気的 か つ 化学的 に 結合 し て い る こ
と
2 欄 )
お よび網膜内の ミ ュ ー ラ ー 細胞や 視細胞 が投与 した ダ ル
ク ミ ソ 酸を取 り込む ため26】2T)に投与 した グル タ ミ ソ 酸 の 一 部 し
か 水平細胞 に 到達 しな い こ と で ある28) . これ ら の 影 響を 除外す
るたやに 本研究 で は 単離 した 水平細胞 を用 い て そ の グ ル タ ミ ン
酸受容体 の 性質 を解析 した .
単離操作後 の 2種頬 の 水平細胞の うち B塾の 水平細胞 に 軸索
が認め られ なか っ た ( 図1 B). そ の 理由と して , 同時 に 単離 し
た 神経節細胞 に も軸索や樹状突起が ほ と ん ど認め られ な か っ た
こ とか ら単離操作 に よ っ て 機械的に 軸索 が切断 され た こ と が 考
え られる . パ パ イ ン 処理 の 時間を長くす るか パ パ イ ン の 濃度を
増加 させ た場合 には 単離 された各細胞 の 形態は よ り多くの 樹状
突起を持 つ よう に な っ た に もか か わ らず , 軸索と 軸索終末を持
つ B 塾水平細胞 は得 られず , しか も水平細胞の グル タ ミ ン 酸応
答の 振幅 ほむ しろ減少 し, 単離後早期 に 細胞が死滅 した . こ の
こ と か ら軸索と軸索終末を保 っ た 状態で測定に耐え る B 型の 水
平細胞を単離す る の は 困難で ある と考えられ る .
本研究に お い て単離 した A 型の ネ コ 網膜水平細胞 の ダ ル ク ミ
ソ 酸受容体の サ ブタ イ プに ほ N M D A塾と非- NM D A型が混在
した . ネ コ の 水平細胞 の 静止膜電位 は約 - 55m V である こ
と
2g)
, 水平細胞同志が ギ ャ ッ プ ジ ャ ン ク シ ョ ソ に よ っ て 電気的
か つ 化学的 に 結合 して い る た め24)25) に 水平細胞 の 膜電位 ほ極端
に は変化 し にく い こ と お よ び N M D A型 の 応答は深い 電位でほ
細胞外 の M g イ オ ン に よ っ て 抑制 され る こ と30)か ら , 水平細胞
の グル タ ミ ン 酸応答に は非 -N M D A型 グル タ ミ ン 酸受容体が関
与 して い る と考え られ る .
本研究に お い て 水平細胞 の ベ ト リ デ イ シ ュ へ の 接着に 用 い た
コ ン カ ナ バ リ ソ A は グル タ ミ ン 酸応答 の 脱感作を抑制する こと
が知 られ て お り31 ト 34), 水平細胞の グル タ ミ ソ 酸応答 に 脱感作が
認 め られ なか っ た (図4). しか し同 じ条件 で コ ン カ ナ バ リ ン A
で接着 され た O F F型 双 極細胞 で は 脱感作が 認め ら れ た (図
4)ll) . ま た単 離 した キ ン ギ ョ や ナ マ ズ網膜水平細胞 に お い て も
グ ル タ ミ ン 酸 に 対する 脱感作 は認 め られ な か っ た こ と が報告さ
れ て い る
刷 ‖)35)
. よ っ て 本研究 で の コ ン カ ナ バ リ ン A が脱感作の
有無の 原因と考え に く い . コ イ網膜 に お い てそ の 光刺激 に 対す
る電位変化は水平細胞に 比 して O F F塾双 極細胞 で は よ り 一 過
性 の 応答を 示 す こ と が 報告 され て い る15l. こ の こ と は O F F型
双 極細胞と水平細胞 で の 脱感作 の 有無 に 矛盾 しな い . ま た水平
細胞の 機能は広い 受容野を持ち , 信号 の 空間的債分を行 ない 視
細胞に 不 帰還 を か ける こ と で あり , 水平細胞 で は 双 極細胞に 比
して高い 時間分解能を必要 とせ ず , O FF 型双 極細胞ほ錐体よ
り入 力を 受け, 高い 時間分解能 を必要 とす る こ と か ら, 水平細
胞 に 比 して よ り 一 過性 の 応 答を示 す こ とは 磯能的に よ り適合し
て い る と 考え られる .
水平細胞の グ ル タ ミ ソ 酸 応答 の 振幅は細胞体付近 で大きく ,
樹状突起付近 で小 さ か っ た ( 図5). 同様の 結果は キ ン ギ ョ 網膜
水平細胞 の グル タ ミ ン 酸応答
水平細胞でも得 られ て い る
35}
. こ の よ うな結果が得 られ た 理 由
と して単離操作 の た め に 樹状突起先端 の グ ル タ ミ ン 酸受容体が
失われ , シ ナ プ ス 外 の グ ル タ ミ ン 酸受容体 が残 り , 電気泳動的
に グル タ ミ ン 酸を 水平細胞の 各部位 に投与 した場合に グル タ ミ
ソ 酸を投与する ガ ラ ス 電極周 囲の 水平細胞 の 表面積が大き い 細
胞体付近 で は 大きく早 い 応答が得 られ 一 表面積が 小 さい 樹状突
起付近 では そ の 応答 ほ小 さか っ た こ と が考 え られ る .
水平細胞の グル タ ミ ン 酸応答の 膜電位依存性は ほ ぼ直線状の
電圧 一 電流曲線 を示 した O F 型双 極細胞 と異な り, 深い 電位
で 外向きの 整流性を示 した (図6). キ ン ギ ョ や ナ マ ズ の 網膜水
平細胞 で もJ字型の 電圧 一 電流曲線 を示 す こ とが 報告 され てお
り
-3)14)
, こ れ と 類 似 し た 結果 が ネ コ で も 得 ら れ た . 共に
3F-N M D A型 ダル ク ミ ソ 酸受容休を持 つ O F F型双 極細胞と水
平細胞の 間で電圧 一 電流曲線が異な る の は , グル タ ミ ン 酸 が異
常整流性 K
十 チ ャ ネ ル に 対 して 阻害作用 を持 つ た め で ある こ と
が報告 され て い る-4).
結 論
若い ネ コ の 網膜か ら単離 した水平細胞 の L- グ ル タ ミ ン 酸に
対する電流応答 を パ ッ チ ク ラ ン プ法を 用 い て 検討 し, 哺乳煩の
網膜 に お ける視細胞か ら O FF 塾双 極細胞 へ の 信号伝達 と祝細
胞か ら水平細胞 へ の 信号伝達 の 差異 に 関 し て 以下 の 結果 を得
た.
1 . 調 べ た2 5個の 水平細胞すべ て が膜電位 を - 46m V に保持
した場合に グ ル タ ミ ン 酸に 対 して 内向きの 電流応答 を生 じた .
2 . カ イ ニ ン 酸 と A M PA は グル タ ミ ン 酸を 投与 した 場合に
類似 した作 用を 示 した . 1 00pM の Asp お よ び N MD Aも, 濯
流液に グリ シ ン を加え Mg イ オ ン を 除去 した 場合に グ ル タ ミ ン
酸投与に類似 した作用を 示 した . 100iLM の A P Bお よ び 1S,
3R, - A C P D ほ電流応答を惹起 しな か っ た . 5iLM の C NQX は
グル タ ミ ン 酸 の 作用に 括抗 した . よ っ て 水平細胞 の グル タ ミ ン
酸受容体ほ主 に 非-N M D A型で N M D A型も共存す る .
3 . 水平細胞 の グル タ ミ ン 酸 に 対する 応答ほ グ ル タ ミ ン 酸の
濃度に 依存 して 増大 し, 10恥 M の グ ル タ ミ ン 酸 で 応答 は 飽和
した .
4 . 30恥M の グル タ ミ ン 酸 に 対す る脱感作 は O F F型双 極細
胞で ほ 認め られ た が , 水平細胞 で は 認め られ な か っ た .
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Eey w o rds L-gluta m ate, horizontalc ell, n O n- N M D Arec eptor,dese nsitization, re tina
Abstra ct
しgluta m ate-induced current respo nse w as studied inisolatedhoriz ontalcells diss ociated ffo mthe retin a ofyo u ng adult
CatS･ Horiz o ntalcells w ereiden偵 ed by their m orphologicalcharacteristics･ Cure ntrespo ns es w ere r e c o rded 打om these
C e11sby the patch cla mptechniquein the whole-C e11c o n五guratio n･ Gluta m ateindu ced aninw ard currentin horizo ntalce11s
(n芸25)v oltage-Cla mped at -46 m V･ Kain ate and a - amin o-3-hydro xy-5 - m ethyl- 4-is o x a z olepropionate(A M P A)w orkedas
POten(agonists･ L- aSpartae(Asp)andN- m ethyl,D -a SPar tae(N M D A)(a11atlOOpM)als o w orkedaspotentagonlstsin the
pres e nce ofglycin e a nd Mg
2 '
-fr e e s olution ･ Neither2 - a min o- 4-phospho nobutyrate(A P B) n or(1S,3R)-l- a min o-
CyClopentan e-1,3-dic arbo xylic acid(1 S,3R, -ACP D)(a11atlOO 匹M) w as e晩 ctive. The gluta m ate-induc edrespo nsewa s
antagO nized by 5 叫M 6-Cyan 0-7- nitroquino xaline-2-3-dione(CNQX). T hese resultsindicatethathoriz ontalcellshaveboth
n on→N M D Aand N MDA re ceptors, the no n-N MDA re ceptor being domin an t･ De s e n sitization t ogluta m ate obse rv edin ofL
typebipolarc ells w as notse eni horiz ontalc ells.
